

















































































に相補された。以下に示す4種類の多コピーサプレッサ一遺伝子が同定されたo 1) 2A 
型フォスファターゼをコードするppal+遺伝子およびbpd+j宣伝・f・ 2)有糸分裂に必須
な泣伝子dis3+:i宣伝子、これは、出芽酵母のsit斗変異の多コピーサプレッサーである

























れた(Lohkaet al.， 1988; Gauticr ct aJ.， 1988; DlInphy et :l.、 1988) iVIPF/サイクリン.cdc2キ
ナーゼは、有糸分裂においても、酵母のような下等点絞生物からヒトのようなおやU.f奈













リン酸化の制御下にあることが示唆されており(Mi 11m ct al. 1992a， 1992b: Parkcr et al. 








































辻I dis2 ~ sds21・の二境汚:支誌は完売
法2: ρ♂1 "， .opa2ー の二三辺境伐にきA完
注3: ρe 1 +， ρ ♂2 -7]) -Hi民:亥f王:二主完






































1992; Yoshida el al.， unpublished) (図1)。
これらのフォスファターゼが細胞分裂周期において必須であることは、ごく最近確立
されたことである。コウジカピAspergilalusnidulans (Doonan Cl al.， 1989)、分裂酵母









分裂酵母のPPl様フォスファターゼであるdis2 と sd~21 は、 52複する必須機能を担っ
ているo これらの迫伝子の二重破壊株は、致死となるが、ブフスミト欠t&i去によれゴ、
染色体が凝縮し、スヒンドルが短いままM期中期プレート様偽造の状態でイデU'.している
細胞が観祭される。(Ohkuraet al川 1989)0dis2/sds21 i古I~I日立、 Mjりjrj I HJjから後期への移行
に必須であることがぶ峻される。低温感受性変異株clis2-11の場合では、 ililJI;Ni品J支圃ト (20
" OC)で、染色体は(;jf文に凝縮し、姉妹染色分体は不分離のまま、スヒンドルが伸長し、





にもかかわらず、そのj台Itをも低下させているので、 nの(公It効果を1.):つらし~ '0 


























et al.， 1990)0 ppa 1 +を遺伝子破壊しても生育可能である。ppa2+破壊株は生育可能だが、
細胞長が短くなる"semi-wee表現型"を示す。二重破壊株は致死であるι このH




御に関わっていることを示唆する(Kinoshitaet al.， 1993)0 
cdc2キナーゼ、の活性化因子で、あるcdc25自身についても、リン酸化・ 脱リン酸化によ














op-cdc2S c'¥ppe 1 




















出芽酵母で報告されているが(Cyenel al.， 1991;しiuel aし1991)、 j立{去チ破壊は生育可能
であり、これが細胞の生育に必須ではないことを示唆する。
また、時乳類チロシンブォスファターゼと相向性を持つ分裂醇f:土pypl、pyp2!ふvee1キ
ナーゼを正に制御し(Otilicet al.， 1991: Millar el al.， 1992b)、pyp3!.:!:cdc25とr'iJじ経路で
cdc2キナーゼの15位のチロシン伐碁の脱リン酸化を制御しているこ とが示唆されている
(Milar et al， 1992a)。
研究の経科






のプラスミドヤPHIOI、pPH102、pPHJ04が単離された(Kino，>hilael aJ， 1990) サブクロー







のSIT4(Arndt， 1989; Sutton et al.， 1991)に対して73%の相向性を持つ蛋肉質をコードする
遺伝子が発見され、 ppe1+と名付けた ((Kinoshitaet al. 1990)で、はppx1+) (~13、図 4 、


























ード領域を見いだした(図的。 ppel+遺伝子の塩基配列は、Matsumo& Beach によって





して (39%同一)より ppa2に対して (53%同一)、よりよく似ていた(図上 表2)。他
の生物のブオスファターゼと比較するとSaccharomycescercvisiaeのSIT4、Drosophilaの
PPV (Cohen et al.， 1990; Mann el al.， 1993)、ウサギのPPX(da Cruz e Silva et al.， 1988; 















M F D L D E W 1 A T V R.K C K Y L P E H 20 
CAGTTGAAACGATTGTGTGAGATGGTAAAAGTTλTTTTλATGG.'¥GG入GTCCAATATCCAG 苧 120
Q L K R L C E M V K V 1 L M E E S N 1 Q 40 
CCTG'TGCGGAC'1CCCGTT AC'1GTTTGTGGTGAT AT ACλ?GGTCλG'TでTTλCGλCC'1TTTGτ180
P V R T P V ~ V C G D I H G Q ~ Y D L L 60 
GAAC'TGTTTCGAGTλGGTGGAGλλTTGCCAAGC入CA企.~ミ'1TλT入?入てrr7'入TGGG'1Gλ'1'1TT .;240 
己 L F R V G G E L P S T N Y 1 ~ X G D F 80 
，旬、
GTGGATCGAGGT'1A':'TTTλGCTTλGAA入CTTT'1λCGT?ATTT入TGC'!?':'TGλ.'¥..;;'GCλλGG .，.300 
V D R G Y F S L E T F T L F ~ ~ L ~λ 只 ::'00
丘onl
TACCCAGλ'1ATAA'1'1λCA'1'1GCTTCGTGGTAλ'1CλCG;ユ」ミλGfCGCC入G入TCACTCAAGTC
Y P D K 1 T L L R G N H E S 弐 Q こ T Q V 
丘三Q:"
T入CGGG'TT'!"i'ATGATGl¥GTG?CAλACCλA.xrλ':"GGλ.コL4.:'GCλ入入TG-:-!"-:-GG入:kλ?入て-:'G1'
Y G F Y D E C Q T ~ Y G N入子:tJ 1・ K Y C 
'!'GC C ，¥.l'.，GTT'1'1TGr¥ '1'1'1'1T'1G ACTTTGGCλGCGGTTλTCG.~7入入Cλ入入入'1'l'T':' .~. TGCGTG 
C Q V ~ D F L ? ~λλV I D :¥ ~こし C V 
CλTGGTGGλ:-r'TλでCTCCGG入λGTTCGCλCλ'1TGGλTCλGAT':'CGT入て'7CTTGCGCGTGCT
三 G G ~ S ? E V R !" L D Q !弐二 LλR A 
CλAGi¥AA'1TCCCCλ'1GλAGGC'1Cλ'1T'1TGCGAT?TGλTGTGGでC'I'GλTCCAGAGGλ'1ATT
Q E 1 ? H E G S F C D L ~ ~ S コ? E D I 
Gλミ'i'CTTGGλCTGTTTCGCC':'CGGGGAGC?GGλTGG?'!GτTでGG:'-=-C~λムムGT?λC':'.:"CC














h 三 2 S Q I ~ D L で L 1 :入只 λ 三 Q ニ V Q 三 2C，O 
GGCTよ、CλAλ'1A'ICA'!'TT':'GCCGNfλAλ入入?C7'!'GTTλCCGT:'てGGλG7GC'1'CCCλλTTAC
G Y K Y ト: FλD K N L V '1 V ~ SλPNY 
':'GC'I'.'¥:' AGλTGTGGλN、TGTGGCλλGTG!'TATGムλλGTλGATG';ユ.入てC1':':GG.t."....CCGG八A
C Y R C G ~ VλS ，/ :.1 :~ ;/つ E S L E ? E 
':"I'TCGTλTT'1TC':'CGGCTGT1'GCCGλCGλ.AGλTCGTACCGTTCCCCCTムGCt¥Gムム入λi-.G. 





















dis2 43.3% / 277 aa 
sds21 44.4% / 286 aa 
ppa1 54.8% / 303 aa 
ppa2 54.1 % / 303 aa 
ppe2 59.9% / 307 aa 
ppbl 40.8% / 282 aa 
他の生物のPPase
SIT4 72.5% / 305 aa S. ccrcvisiae 
PPH3 58.3% / 309 aa S. cercvisiae 
PPX 61.7% / 303 aa rabbit 
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ppe l +遺伝子中のKpn I きISfむこ Hind Il I リンカーを挿入し、 ura..j.+j宣伝チのHind ll H~}J，ーを挿



















た(図7b、図的。ムppelの平均細胞長は、 260Cで、7.6，um、33Cで"9.6/lmで、あったc 26 
℃で遅く増殖しているムppel株の平均細胞長 (7.6μm)は、 36Cでの川eI・50変異株










ムppe1細胞の33'C 、 26-C 、 200CにおけるDNA含尺を FACScani}~によ っ て解析したc 凶
7cに示すように、 33Cて対数増殖期にあるムppe1の細胞のD'¥八合i;1・ピークがiつであっ






























wild type i1ppe1 


















低温感受性致死を抑制できるo このことは、 S.cerevisiaeにおいて、 SSD1J宣伝子の過剰
発現により sit4変異の表現型が抑制されることとよく似ている o dis3+jilイ式子産物の予怨
アミノ酸配列は、SSDI/SRK1の配列(Suttonelal.，1991;Wilsonclal.， 1991)と頒似性があ














ppcl+ +++ +++ 
vcctOI・のみ ++ 
ppal+ + ++ 
r""-




dis3+ + ++ 
pckl+ + ++ 
SIT .J(S. ccrevisiac) ++ +++ 
























モログの関係にあるといえよう。出芽酵母のSSDI/SRKI遺伝子(Sutlonct al.， 1991: 






母SIT4遺伝子、 ppa2+遺伝子、pckl+遺伝子、dis3+遺伝子を合む多コピ フー ラスミドを
持ったムppelの形民転換体を示した。ベクターを持つムppclの細胞は匁く洋梨型をして
いるが、ppel+追伝子自身を持つ細胞は、形も長さも正常であった。細胞の大きさの分








vector ppe1+ ppa2 + 
主








































wild type +++ つつ
6. ppel ++ 3.5 
6. ppelムppal + 5.2 
6. ppelムppa2
6. ppe 1 6.dis2 + 5.2 
ア¥









。ppe1 /p(ppc 1 +)
ムppc1 /p(pck 1 +)
スタウロスポリン (μg/ml)






















































a b C 
kd 
200-， kd 
1~~ 二 Eτ KP130200ー
66ー 一ι.











JえppcI tJU(ll~古と結合させたプロテインAセブアロース ν ーズを用いて、野1:.株および
ppcl+遺伝子破壊株の細胞抽出法に対して免疫沈降j去を行った。 SDSPAGEの後、クー
マシーブルー染色 (a) 、銀染色 (b)を行った。また、イムノブU ツト法で、ppcl+泣伝
子産物を検出した (c) 分子:il.マーカーとして、ミオシン (200.0kd) 、3・カックトシ
ダーゼ (116.2kd)、フォスフォリラーゼB (92.5kd)、ウシ血j古アルフミン 66.21-.<1 



































な位置関係と、染色体上のマッピングが進められている (r'-.li/uJ.ami el al.、 1993)ハイプ
リダイゼーションの結果、 5つのクローンから強いシグナルがHHl'，され、 さらに5つの
クローンから弱いシグナルカ守食出された。これらは、それぞiL -Ccolligを形成していた。
他の既知の泣伝 r-断片-をプローブとするサザンハイブリダイゼーシ j ンの結果から、強































ppe2+ 100 bp 
[:~1 1 5 . pXP20 Iの制限酵素地図
幅「
pXP201中に合まれる分裂酵母ゲノム断片のiU|l限対京地iヨiや示す。 ppe2+泣伝子の
コード領域を四角で表したo ppe2+J立{去一rにはこ aつのイント U ンがfr--{f.する。
矢印はppc2+泣伝子の向きを示す。








M T 0 L 0 L 0 W Q L E E L E N G R L 1 P E S N 23 
TTATCTCCGTCGATATAACAACGATCATTCATATTGGTTGTTCTTTGCCATAATTATAAGAATGGGGTCTAACGTTTTGTGGTAGTTGTTGAACTTTGTC +200 
V V E L C Q 29 
FroRV 
AGCGTGTAAGAGATATTTTAATTGAGGAATCTAACATACAATGGATCTCATCTCCTGTAACCATTTGTGGTGATATCCATGGCCAATTGCATGATTTACT +300 
R V R 0 1 L 1 E E S N 1 Q W 1 S S P V T 1 C G 0 1 H G Q L H 0 L l 62 
GGAGCTTTTTCGAATTGGTGGGTCATGTCCAGGTACAAAATATTTATTTCTAGGGGATTTTGTTGATAGAGGGTTTTACTCTGTAGAAACATTTCTCCTG +400 
E L F R 1 G G S C P G T K Y L F L G 0 F V 0 R G F Y S V E T F L L 9S 
TTATTGACTTTAAAATGTAAATATCCGAAAGAGATGACCCTTATCCGGGGAAATCATGAATCACGACAAATAACACAAGTTTATGGATTTTATGACGAAT +S00 
L L T L K C K Y P K E M T L 1 R G N H E S R Q r T Q V Y G F Y 0 E C 129 
GTGTAAGGI~AATATGGTTCTGCCAATGTATGGCGATATTGTTGTGAAATATTTGATTATCTTTCGCTTGGTGCTTTGGTGGATGGAAAGGTTTTTTGTGT +600 
V R K Y G S A N V W R Y C C E 1 F 0 Y L S L G A L V 0 G K V F C V 162 
GCACGGTGI~ACTTTCACCAAGCATCAGCAGTATCGATCAGGTATGTTATTAATTCCGAAAATTTGAACTAAACTTTTAACGCTTTTTATGAAGATTCGAC ~700 
H G G L S P S 1 S S 1 0 Q 1 R l 178 
TGTTGGAT(GAAAACAAGAAGTTCCGCATGAAGGAGCAATGTGTGATCTACTTTGGTCAGATCCAGAAGATATTAGTGGATGGGGTTTATCTCCCAGAGG +800 
l 0 R K Q E V P H E G A M C 0 L L W S 0 P E 0 1 S G W G L S P R G 211 
TGCTGGATTTTTGTTTGGTGCCGACGTTTCTGAAGTTTTTAATCGCGCTAATGACCTTTCATTCATTGCTCGTGCTCATCAATTGGTTATGGAGGGTTAC 令900
A G F L F G A 0 V S E V F N R A N 0 L S F 1 A R A H Q L V ~ E G Y 244 
AAAATCCATTTTTC仁GATAAAGATAAACAGTATCCCAAATTTACAAATGAAGAGGACTCTGAGCTGGATTCAGATTCTGCCTCACCTGTTGATGATTCTC~1000 
K 1 H F S 0 K 0 K Q Y P K F T N E E 0 S E L 0 S 0 S A S P V 0 0 S P 278 
CGGCACCTGGAGACATAATAACCATTCCAGAAAAGGATAAAGGAAGCGTGGTTACTGTTTGGAGTGCACCCAATTACTGTTACAGATGTGGAAATGTTGC +1100 
A P G 0 1 1 T 1 P E K 0 K G S V V T V W S A P N Y C Y R C G N V A 311 
TTCTATATrACAACTTGATGAAAACCAAACGCAATCCTTTAAGATTTTTGGTACTGCCTCTCAAGAAAGATCTGGCATTCCAACAAAACGACCCATTGCC +1200 
S 1 L Q l 0 E N Q T Q S F K 1 F G T A S Q E R S G 1 P T K R P 1 A 344 
GACTACTT1"TTATGATTATTCAAAATTCATTGCTCTACTTCACTTCCCCAATATCATGTATATAGGTCAACTTGTACTAAAGATTATCCCCTTAACTCTT ~1300 
o Y F L • 348 
CTTA TTGGlC TCTCATTTTTAA TTCTGCACTTA TTTAA TTCTTGTTTATGGAA TTTGGTT ATTTTAGCAA TA TTGA TTTGT TT AGGACA TCATAAA TT TA + 14;)0 
AAAAGTAA liAAGTTAAA TTTTAA TTGTAACTTTTTTAAGCTAACTTTCAACGCACAAGA TTGTTTAGTCGCTTTC TGAAGGTAA TlTAAAGTAGA TTGC + 1500 
AAAATGCT(GGTTTTCAAACATTAATCCTGATTTGATCGG 
8116. ppe2+j宣伝子の塩基配列と予想j宣伝子怪物のアミノ絞配ダ!J





dis2 44.6% / 276 aa 
sds21 44.5% /274 aa 
ppal 56.4% / 303 aa 
マ『、 ppa2 59.1 % / 303 aa 
ppel 59.9% / 307 aa 
ppbl 37.0% / 292 aa 
他の生物のPPase
SIT4 59.7% / 305 aa S.ccrcvisiac 
PPH3 61.0% / 308 aa S.ccrcvisiae 
PPX 71.6% / 303 aa rabbit 



















αコ ppel ppc2 
J 〉
1;ー ーー・・・・"・一---.¥ISNPDVDLDSI IDRLLEVRGSRPGRQVQL SEDE 1 RFL CNKARE 1 FI SQPI LL ELEAPLKI CGDI HGQYYDLLRL FEYGGFPPEANYLFLGDYV 
1:・ー------------. MDYDIOAII EKLVKGRNGKPSKQVQLSOAEIRYLCTTSRSI FLSQPI~LLELEAPLKICGDIIIGQYSOLLRLFEYGGYPPOANYLFLGOYV 
1:ー ・ー・・・幽・・・・-MSVSGKIGEVORWIEQLSRCEP--ーーー ーー -LSEEOVIQ吋COLAKEVLSVESNVQSVRCPVTVCGDIHGQFHOLMELFNIGGPSPOTNYLFMGOYV
1 : .¥IS1 OPANDSKLAPEANOA TL GOVORWI E QL KKC EP噂・・ー ーー ー-LSEAOVEMLCOKAREVLCQENNVQPVRNPVTVCGDIHGQFHOLMELFKIGGDVPDMNYLFMGOYV
1:・・・・・・・・・・・・・-・・・・・l叫FOLOEYIIA TVRKCKY・・・・ー ---LPEHQLKRLCEMVKVILME[SNIQPVRTPVTVCGDIIIGQFYDLLELFRVGGELPSTNYIFMGOFV
1:・----------------MTDLOLD・WQLEELENGR・ー 一暢・-LIPESNVVELCQRVROILIEESNIQWISSPVTICGDIHGQLHOLLELFRIGGSCPGTKYLFLGOFV・ ・・.・・ .・.，島8・‘・.・・
!!!:~~~~g~L~V!~LL~AYKIKYPENFFILRGNIIECASINRIYGFYOECKRRYNI-KLWKTFTOCFNCLPIAAIIDEKIFTMHGGLSPOLNSMOQIQRIMRPT 
101:ORGKQSLEVI CLL FAYKIKYPENF FiLRGN11EFA5INRIYGFYDECKRRYSI-KLWKTFTOCFNCMPVAAVIDEKI FCMMGGLSPDLN5LOQIQRIIRPT 
1@1:ORGY115VETVSI L IAFKIftYPQItITILTtGNtlE51ZQITQVYGFYOECL11KYGNANVWQYFTOL fOYLPLTAL IEDRIFCL116GL5P510TLOHVRILORVQ 
101:ORGYHSVETV51 LVAMKL12YPNRITILltGNHE5RQITQVYGFYOECL11KYGSANVWK11FTNL「OYfPLTALIEORI FELl1GGL5PSIOSLDHVRTLORV0 
1@1:ORGYFSLETI TUMLLKAIlYPOKITLLRGNllESRQITQVYGFYOECQTKYGltANVWKYCCQVfOfllLAAVIONKILCVHGGLSPEVRTLOQIRILARAd 
101:0RGFYSVETrLLLLTLKCKYPKEMTLIRGNIIESRQITQVYGFYDECVRKYGSANVVlRYCCElroYLSLGALVOGKVFCVIIGGLSPSISSIOOIRLLORKO .， . . . ・e ・.・ 4・ 4跡、φ*.・，・ 羽. . . .・...... . ・
~~I:~~~~!~LLCOLLWSOPOKOLrGWGDNDRGVSFTFGPDVVSRFLHKHDMDLVCRAHQVVEDGYEF FSKRQ--LVTLFSAPNYCGEFDNAGAMMSVDESLLCS 
201・DIPDTGLLCOLVWSOPEKDL1GWGENDRGVSYTFGADVVSRFLQKHOLDLICRAIIQVVEDGY[FFGKRQ-・LVTIFSAPNYCGEFDNVGAMMSVNEDLLCS
101.EVP11EGPICOLIWSOP OORPGWGISPRGACYTfGPOIAEAFN11NNGL[)LIARAIlQLVMEGYNW-TTN11N VVTI FSAPNYCYRCCNQAAIMGIDOHINYA 
201: [VPIIEGPMCOLLW50P・ODI~CGWGISPRGAGYTF GQDI SE rFNIIANGLSL TAI~AIIQL VME GF NW -AIIDGO・VVTIFSAPNYCYRCGNQAAILEVDOTMNQV
201:EIPHEGSFCDI.MWSDP-EDIrSWTVSPRGAGWLFGSKVTTEFSQINOLTLIARAHQLVQEGYKYIIFADKN・L¥パVWSAPNYCYRCGNVASVMKVDESLEPE
201:EV?ilqAMCOtL?S013I?iSGWCLSPItGAGFLfGADVSEVFNRANI)tSl IAlullQLVMEGYKIMFSOKq「川VWSAPNYCYRCGNVASILQLOENQTQS
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|吋17. ppc2 と他のブ J スファタ 一七万〉アミノ般向l~9"IJ の lt'l出
(a) 分 :/~~ïI:):d is2、sds21、ppal、ppa2、ppc1、ppc2のJt'l!文を心した。すべてで一致する
JI¥N:に*1:11 をつけた。 ppc2にのみ、 i自にはない4 1 伐 J，I~ のjJfi人配ダIJ がイパ正する。
、b 否・一軍;:1"鼻




1st Amino Acid 
File Name 
Sequence Size 




2nd Amino Acid 
File Name 
S，equence Size 
Unit Size to compare = 2 
[71.6% / 303 00] 
MTDLDLDWQLEELENGRLIPESNVVELCQRVRDILIEESNIQWISSPVTICGDIHGQLH 









*場**啄本車市** *本当主** 本**** ***本***** 本*事 本*字本**ネホ本** **-
TQVYGFYDECLRKYGSVTVWRY仁TEIFDYLSLSAIIDGKIFCVHGGLSPSIQTLDQIRTI
1，~0 ' 
1 ，~ 1" 
DRKQEVPHEGAM仁DLLWSDPEDISGWGLSPRGAGFLFGADVSEVFNRANDLSFIARAHQL









































された。他の生物のフォスファターゼでは、ウサギPPX(Brewis et al.， 1993)に7290と高
い相rJ 'I'~I:があった。しかし、 PPX も挿入配列は持たなかったo
ppe2+迫伝子の多コヒ一辺入はppel+遺伝子破場株のぷ現型を抑制する































ここから、 4.0kbのHindIIII祈片を切り出し、 S.pombc_:' 1体株に導入したo H: Hincllll， 






























































+ T vector 
-T vector 








































ppe2 wt pXP203 
DAPI 
図22. ppc2+遺伝子p'(i_物のwfU胞内局在


















(Ohkura et al.， 1989; Booher and Beach， 1989; Kinoshita et al.， 1990; Kinoshila et al.， 1991 a: 




















































































た新しいフォスファターゼppe2、有糸分裂に必要な蛋自民dis3(Kinoshil3 el al.， 1991 b)、



































SSDI/SRK I 泣伝子がSil4変異を抑制するので、 dis3+遺伝子とppcl+泣伝子の閃係は出芽

















形して洋なし型となる、ppel+遺伝子破壊株の表現型に似たものである(Todaet al.， 1993) 







米国ColclSpring Harbor研究所の松本らにより 、ppel+遺伝子の変異 (csp1 )が、有糸分
裂のタイミングを凋節する因子pim1 (Matsumolo and Beach 1991: 1993)の高温感受性変異
を抑制することが報告されたo espl変異株の表現型は、ppcl遺伝子破壊株の衣現型と類
似していた。piml変異株ほ、制限温度下でGI/S期停止したk:fII泡がむ糸分裂に入る、いわ
ゆる"pim (premature initiation of mitosis)表現型"を示す ーしかも、piml+j立伝チの機能
欠損は、(;E乳鎮RCC1 )l1云チの変異体と同様の、染色体の過剰凝縮を引き起こす。piml
蛋白質は、n附ft前H乳煩RミCCl(Oh刷11胤刷S以印1I巾b加oe引tal.， 1ゆ987)比と約3苅0% の材相I f同口司斗制l上H~川'1官制悦|作I'~I河免1: を J持午つ o p戸1m州1什i蛋白T伐:の分
子機能として、分裂醇E母土S叩pi川1GTPas詑Cを不i活舌官引性I~型 (ωGDP結合)~~!的qり) カか、らj川i目泊斤川1q?引.吋イ'れ|
に変換する触姑煤tイf作/乍F月jが矢1られている。 piml変異はspi1 GTPasc "i:-多;1:に発現させると相袷
される。spi1 GTPascは、25kDのRasファミ リー の中で新しい4)ブクッスに分知され、そ





L 、。あるいは、SpiI GTPaseのエフェク ター経路にppelがあるのからしれなし、。
stsS+遺伝チとsllpAil伝子





































stepwize dcletion (Hcnikoff 1984; Yanisch-Perron et al.， 1985)により作製した 2本鎖フラス
ミドDNAを鋳型として(Haltoriand Sakaki 1986)ジデオキシ法(SangcrCI al.1977)を行い、





ワンステップ逃伝r[n換法(Rothstein1983; Grimm ct al.， 1988) (・l よって行った。






















Harlow and Lane (1988)に従った。大腸菌での蛋白の産生にT7プロモーターを持つプラ














基本的にHaganancllyams(1988)に従った。 DNAの染色lこDA門(ToclaCI al. 1981)、チュ





Towbin et al. (1979)に従った。適当な培地中で対数増殖期にある分裂酵母細胞を回収し、






共に3時間、室温で緩やかに振務した。 TEGバッファー(50mMTris. I rnM EDT A， 10% 











ロスポリン超感受性変異を与える11遺伝子座 (SlSI-SlS 1 1)が発見された(Todact al.， 1991)。
また、PCRy去によって、 PKC様キナーゼをコ ー ドする遺伝子、pckl+とpck2+が単離され













ノム断片には少なくとも 2 つの遺伝子が存在し、 papl依存的な Ilj~写促進と薬剤耐性に寄
与するのは、 MAPキナーゼ関連遺伝子spkl+ではなく、その5・1二流域に位置する別の遺
伝子pad l +であることが判明した。遺伝子破壊の結果、 pad l +はf~M(こ必須であったn 予
想されるpadl+j宣伝子産物は、日市乳類とショウジョウバエのMOV3-l(Gridlcy cl al. 1990) 
に類似性を示したo 染色体構造の異常を示す変異crmlは、スタウuスポリン叶!'!j:をもた
らすことが知られていたが、この耐性付与効果も転'k_;'[)~ fpap 1 に依存していた(Todael 







に用いた株 フ'ラスミド 遺伝子 sts 1・5sts2・6sls3・15Hi¥II23 
0.3 0.3 0.3 0.5 (μg/ml) 
SIS 1-5 pST2 SIS 1 + + 
Sls2-6 pST8 Sls2+ + 
Sls2-6 pSTl papl+ + + + 
.$ls3-15 pST12 papl+ + -ト 十
n .$ls3-15 pST22 papl+ 十 一 + 
.sls3-15 pST23 padl+ J.. -B • 十






































冨薗臨盟 園盟国 1kb 
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M E S L Q R L L Q G A R M G T G M M G 0 Q P L V 0 N 5 E C V Y 1 5 5 34 
CTCTAGCTTTGTTAAAAATGCTTCGTCATGGGCGACATGGTACACCAATGGAAGTTATGGGTTTGATGTTAGGAGAATTCGTTGATGACTTTACAGTACG +200 
L A L L K M L R H G R H G T P M E V M G L M L G E F V 0 0 F T V R 67 
TGTTGHGATGTTTTTGCAATGCCTCAATCTGGTACAGGTGT仁AGTGTAGAAGCAGTCGATCCAGTTTTCCAAAAAAATATGATGGATATGCTTAAGCAA +300 
V V 0 V F A M P Q 5 G T G V 5 V E A V 0 P V F Q K N M M 0 M L K Q 100 
包♀エ
ACAGGACGGCCAGAAATGGTTGTAGGTTGGTATAATTCTCACCCGGGTTTTGGTTGTTGGCTTTCTAGTGTCGATATCAACACCCAACAATCATTTGAGC +400 
T G R P E M V V G W Y N 5 H P G F G C W L 5 5 V 0 1 N T Q Q 5 F E Q 134 
AATTAACACCAAGAGCGGTGGCAGTTGTTGTCGACCCTATTCAATCTGTCAAAGGAAAGGTGGTAATTGACGCCTTTCGATTGATTAATCCGTCTACCCT -500 
l T P R A V A V V V 0 P 1 Q 5 V K G K V V 1 0 A F R L 1 N P 5 T l 167 
AATGATGGGTCAGGAACCCAGACAAACAACTTCCAATTTGGGTCACATCAACAAACCTAGCATTCAAGCTTTAATTCACGGTTTAGGAAGACATTACTAC -600 
~~同 G Q E P R Q T T S N l G H 1 N K P S 1 Q A l 1 H G l G R H Y Y ZOO 
TCCCTTCGCATCAATTACAAAAAAACTGAGCTTGAAGAGATCATGCTTTTGAATTTACACAAACAGCCTTGGGCACATGGTCTTTTACTTGAAAACTTTA -700 
S l R r N Y K K T E L E E 1 M L L N l H K Q P W A H G L L L E N F N 234 
ATTCTGCTGCGGAAAAAAATCATGCTTCTATTGATAAGATGAAATCCTTGTCAGAACAGTACACTGAACGTGTTCAAAATGAAGTGACTTTAAGTCCGGA .800 
S A A E K N H A S r 0 K M K S L S E Q Y T E R V Q N E V T l 5 P E 267
GCAACTTCGTATTCAATACGTTGGTAAACAAGATCCCAAGAAGCATCTTGACGCTGAGGTTCAGAAATGTATAGACAACAATATfTCTTCCATGTTAGCT -900 
Q L R r Q Y V G K Q 0 P K K H l 0 A E V Q K C r 0 N N 1 5 S川 l A 300 
TGTATGCTTGATTCCGTTGCCTTCTAGTACATCTATTTTGGTAATACCTCTTTTCCATCATCCGTTTTTTATGAGCTACTTTCTTTCCTTACT(AAAGCA -1000 
C ~ L 0 5 V A F・ 308

























MA VQVVQA VQA Vfi.ESD応LVC凶JIA回目阻EVMG山IGE凶DD'限SOS町'AYI'G1'DぽIVAEKVD




e・ e 司h -・ * 。判断。 命 令 . . . .・e・ ‘ 
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pad1 GKVV 1 DAF札INP訂L地問EPRQTIち汎GHINKPSIQj¥LIHGLG硲IYYSLJU肝阻TELEEI札凶U1KQ阿川GULENFNSAAEKl淵ASID沿路凶
mMOV34 G12TEAYI-- S四EVJIDGWfSK'何百NfSEIGAE臥EEVGV日止はDl-町nvσrLSQRI1NQVJIGlJ<GLNS阻.LDI応YLEKVASG阻..-PIN
CG.IA GRVLYl'Cl・:-o5IQAQKSSEYERIEIPlllIVPlVfIGKVCLESAVE印刷LCQEEQDAY郎IlISL11ωSVrKllmGSVffKNLCSQMSAVSGPLLQWLEDR













かった。 padI +j宣伝チとpapl+遺伝子はいず、れも多コピー導入によ って野生株にスタウロ
スポリン耐性を付うするが、 padl+遺伝子によるスタウロスホリン両十I.t付与には、 papl
+遺伝子の存在が必要であった。 papl+遺伝子は生育に必須で、はなく、その造伝子破壊株















伝子の多コヒー導入、 padl+泣伝チの多コピー導入、 cfml・809変兇である p25迫伝子の
上流に存在するpapl結合配列に塩基置換を導入し、これかp25u'l伝子の発現誘導に与え


































HSTANTVAIVIYSTYCHVVKLλE A E KλCIEKAGC 
GAAAACに丁目CATTTATCAGTTCCCCGAGACATTGAGTCCTGAAATCTT∞AGAAGATGCATGCTGCACCCAAACCC品TTACCCTGTTGTTACACTCGA
K A V 1 Y Q F P E T L S P E 1 L E K H H A A P K P S Y P V V T L 0
TGTCTl'AACGCAGTATGATGCCTTCCTCTTCGGTTATCCTACACGCTAC∞CACTCCTCCTGCTCAGTTCCGTAcnmGG臼CTCCACTGGTGGTTTA
VLTQYDA f' LFCYPTRYGTPPλQ f' R T F W 0 S T G C L 
T∞GTCにAAGGTGCmc.AT∞AAAGTACTTTGGTCAGTTCTTTTCCACC∞TACCTTGGGC凶T∞TCんおん¥AGCACTGCTCTTACTGCCATGACCA








































省略ゃ25 .ー・・ . 
D 
anti-ゃap1
t 2 3 4 5 6 
図A-5. padl+遺伝子の多コピー導入によるpapl+依存的転写の誘導
lレーンあた り10μgの全RNAを泳動し、ノーザンj去を行った。(A)で、はp25泊伝列祈片
























で、のp25の産生を調べた。 1)papl +遺伝子の多コヒ一主.3入、 2 pad J+j宣伝子の多コピー
導入、3)crm J・809変兇の導入。
J)、2)は変異p25泊伝子のプラスミドとpapl+l宣伝子またはpadJ j立伝'[-の7ラスミド
















ルムアルデヒド悶定、フすルムアルデヒド ・ グルタルアルデヒド[~I定) で、 1111接蛍光抗





















抗padl抗体を用いたイムノプロット法により、 35kdのpad1 +j宣伝千産物を同定した。 3・
末端を100塩基足らず欠損したpST23導入株で、は、 33kdのjilfム子.rl'(;_物がIBJl寺に認識され
t.:o papl +泣伝子を持つ多コピープラスミドを導入した株では、 padI+j立伝子産物の量に
は変化がない。
71 










































Adachi and Yanagida 1989)。衣現型は多面的で、低温感受性、スタウロスポリン耐院の



















する。基本的な取り扱いは Gutzet al. (1974)、Mitchison(1970)に従った。目的に応じて
以下の大腸菌株を使用した。プラスミドの調製にはMM294、融合タンバク'l1の発現には




スタウロスポリン超感受性株としてh-leu1 sts 1・5;h-1clIl sls2・6:h・Icu1 sls3・15、野生株と
してHM123(h-Ieul)を用いた。これらをリチウムj去(ItoCl川.1983)により、 pDB248
(Beach ancl Nursc 1981: Beach et al. 1982: Hirano elal. 1988)をベクタ とーするS.pombeゲノ
ムライブラリーで形民転換したυ Leu+の形質転換体をち1，>変~(， t未は0.3/i g/ml、野生株は
0.5μgJmlのスタウロスホν リンを含むYPD寒天培地にレプリカ して、スタウロスポリン罰
性を判定した。スタウロスポリン耐性とLeu+のsegregalion解析によ り、耐't'l:がプラスミ
ドに南来することを確認し、 Nasmythand Reed (1980)に従い、ブツスミドを[Lfl以した。
DNAおよびRNAの取り扱い
""¥ DNAおよびRNAの基本的取り扱いは、Maniatisel al.(1982) t -U.っt.
DNA塩基配ダIJ決定
Sangcr el al. (1977)によるジデオキシ法で行った。slepwilCdeletion (Hcnikoff 1984: 










基本的にHarlowand Lane (1988)に従った。 T7プロモーターを持つプラスミドベクタ-









ImM EDTA， 10% glycerol， t50mM NaCI、ImMPMSF)中で、グラスビーズにより破砕したo
14000叩m、10分遠心して上清を回収し、再び遠心を繰り返したp kifjを[lJ]収し、蛋白星:
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